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苏 蔚 金 杆菌 以 色 列 变种 对 尖 音 
库 蚊 的 毒 杀 作用 


EX AE 温 i 


(中 国 科 学 院 动物 研究 所 7 


RE FEM AM (Bacillus thuringiensis var. israelensts de Barjac) WREE (Culex 
pipiens var. pallens Coq uillett) Zø h RARE, EREA 1.5K 10" E/T, ACRA 
10096。 其 他 几 个 变种 B. T. var. thuringtensts (F—009) var. kurstaki (HD— L1), var. kenyae (7404), 
var. ostriniae (006) 浓度 达 4x10 SF / EFI AE E Ao 

用 滚 体 双 相 与 等 密度 离心 法 将 以 色 列 变种 的 晶体 与 芽孢 分 座 , 分 别 研究 晶体 (纯度 达 99.59 AE F 
Fl (纯度 达 99,5% 以 上 ) 对 尖 音 库 蚊 幼虫 的 毒性 。 发 现 使 蚊 幼 虫 致死 主要 是 品 体 LC, 为 0.023 微克 / 毫 
FA, FWA Stk LCs 为 0.86 G/B. 晶体 与 芽孢 混用 制剂 的 LCso 为 《0.014 微克 晶体 本 0.014 微 
32 FF fl) EFF 

晶体 制剂 在 30°C M1 21°C HTM BER PE FNAL, 但 芽孢 制剂 在 ONC Be FE SP 
ghh, ERRA De. BAA A BIE Ea OSE BOE AAT T OY tt 


苏 去 金 杆菌 是 国内 SRA LT BA DK Hl, ES RS ohh Aa 
极 少数 品系 对 蚁 幼虫 有 致 病 力 , 但 活性 较 低 (Liles 2, 1959; Dulmage, 1970), 1977 年 
Hall 等 测定 了 苏 靶 金 杆 菌 127 个 菌株 (分 属 16 个 变种 , AA 2 个 未 鉴定 到 变种 的 苏 芸 金 
杆菌 画 株 ?对 蚊 幼 虫 的 毒性 。 大 多 数 菌 株 的 制剂 虽 用 高 浓度 《100 微克/ 毫升) 对 蚁 幼虫 亦 
无 理想 的 致 病 力 。 只 有 两 个 菌株 对 伊 蚊 效果 较 好 , LCs 分 别 为 0.04 微克 /毫升 与 0.06 微 
5b / FET 6 

Goldberg 等 人 1977 EMER SUKISINTS TE, OPES “PS TAD Soe FF LAER n 
经 de Barac 鉴定 为 一 种 新 的 血清 型 (Hw)， 定 名 B. T. var. tsraelensis (de Barjac, 1978 
a)。 其 杀 虫 谱 也 具有 独特 的 性 质 , 它 对 蚁 幼虫 有 极 高 的 毒 杀 作 用 ,对 尖 音 库 蚊 1-2 龄 幼虫 
EDs, 为 6 X 10 SEU/AEF (Goldberg, 1978) 而 对 鳞 杷 日 幼虫 毒性 反而 很 低 (de Barjac, 
1978b)， 央 此 , 对 其 进行 次 人 研究 在 阐明 苏 芸 金 杆菌 的 致 关机 型 和 应 用 丛生 物 灭 蚊 方面 
均 有 一 定 的 意义 。 





材料 与 方法 


一 、 细 菌 与 培养 方法 
B. T. var. israelensis (1897) 从 捷克 引进 ,，B. T. var. thuringiensis (下 一 009 ) var. 





本 文 于 19745 年 10 月 收 到 。 
本 研究 所 用 的 变种 var. uraelenss RAR MER MANA ORTH ATA SR EERI YAE 
FAPT ACF FFE LE Uke TEIR SRO BE Ze ERAN SS PE AE RN. 
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hurstaki (HD—1), var. kenyae (7404), var. ostriniae (006) 为 本 所 保存 菌 种 。 

1. 先 将 细菌 接种 到 肉 汤 中 30°C 培养 24 小 时 ,其 间 摇 荡 2 一 3 次 ,然后 转 接 到 牛肉 窒 、 
蛋白 及 琼脂 培养 基 中 ,在 30°C 培养 10 一 15 天 即 可 收获 。 

2. 将 上 述 培养 好 的 细菌 肉 汤 转 接 到 固体 培养 基 中 [BR 70 克 、 稻 壳 25 克 、 豆 粉 2.5 到 
(过 80 Efi) .鱼粉 2 克 ( 过 80 A fi), CaCO; 0.5 克 、KH2PO4 0.3 克 \ 水 适量 , 调 至 pH 8.50] 
30%C 培 养 4 天 ,收集 培养 物 。 室 温 干 燥 或 60%C 四 小 时 烘 干 。 

2. BASS EN 

AEARREMCAR. EARR EL A BOAN REIT, ARKO, E 
理 盐 水 洗 一 次 。( 每 次 洗 后 通过 离心 收集 菌 ) 然 后 加 入 适量 蒸馏水 ,用 电动 搅拌 机 搅拌 , 打 
出 泡沫 ， 将 泡沫 收集 , 用 大 量 蒸馏 水 漂洗 后 即 得 芽孢 制剂 (纯度 达 99.5% E), 冰冻 于 
燥 后 备用 。 

用 泡沫 法 去 掉 部 分 芽孢 后 的 悬 液 , 再 以 流体 双 相 法 (四 氯 化 夏 与 硫酸 钠 溶液 作 两 相 / 
进行 分 离 , 所 得 晶体 制剂 进一步 用 泛 影 葡 胺 等 密度 离心 法 分 离 纯化 。 纯度 可 达 99.5% 以 
上 上。 详细 分 离 方 法 见 另 文 报道 (ERS, 1980), 

三 、 试 虫 饲养 与 生物 测定 

将 尖 音 库 蚊 卵 移 人 在 室温 放置 三 天 以 上 的 自来水 中 ，30%c 饲养 (温度 实验 另 设 21°C 
组 )。 蚁 饲料 为 ， 酷 蛋白 30%、 肝 粉 50% 面粉 15%、 酵母 粉 5%, 过 100 Ait, Has 
的 饲料 均匀 撒 在 水 面 。 为 了 使 幼虫 生长 整齐 给 以 充分 照明 。 

生物 测定 用 3 龄 纺 虫 ,每 组 30 一 40 头 , 置 200 毫升 被 试 液 中 。 对 照 组 为 6042008 
升 室温 放置 三 天 以 上 的 自来水 ,一 般 观 察 两 天 。 


结 果 
一 、 苏 去 金 杆 菌 各 变种 毒 力 比 较 
比较 了 五 个 苏 冯 金 杆 菌 变种 芽孢 量 体 混 甚 液 对 尖 音 库 蚁 幼虫 的 毒性 ， 除 以 色 列 变种 
有 极 高 的 毒性 外 ,其 余 四 个 变种 对 尖 音 库 蚁 幼虫 没有 毒性 ( 表 1)。 
表 1 苏 芸 金 杆菌 5 变种 对 尖 音 库 较 三 龄 幼 忠 的 毒 力 比较 





fea ý 浓度 (芽孢 数 /毫升 ) 死亡 率 (%) 
var. thuringiensis (E—009) 4x 10° 3.3 
var. kurstaki (HD—1) 4X 10° 0 
var. kenyae (7404) 4x 10° 3.3 
var. ostriniae (006) 4x 10° 3.3 
var. tsraelensis (1897) 1.5 x 10° 100 
对 OR — 0 


二 、 晶 体制 谢 、 车 孢 制剂 及 混合 制剂 毒 力 的 比较 

为 了 分 析 以 色 列 变种 对 尖 音 库 蚊 幼虫 高 毒性 的 成 分 ,将 蓝 章 的 芽孢 与 晶体 分 开 ,分 别 
测定 其 毒 力 。 实 验 结果 见 图 1。 可 以 看 出 ,最 体 和 芽孢 单独 都 能 杀 死 蚁 幼虫 , 但 剂量 却 有 
所 不 同 。 晶 体 的 LCs 为 0.023 微 殉 /毫升 .村 孢 的 LCa 为 0.86 微克 /毫升 。 前 者 毒性 比 后 
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图 1 苏 蔡 金 杆菌 以 色 列 变种 晶体 、 FR, 与 温 用 制剂 * 对 尖 音 库 蚁 三 龄 幼虫 的 毒 力 比较 


”混用 制剂 的 浓度 为 晶体 制剂 浓度 加 等 量 芽 钨 制剂 浓度 ， 如 晶体 制剂 浓度 为 0.1 微克 /毫升 


混用 制剂 浓度 即 为 OL ME LEKRE HH 


者 约 高 36 fo RABIN LCa 为 HAEE O01 BG 
& 
三 、 致 死 时 间 及 死 虫 肠 道 观察 


菌 剂 处 理 四 小 时 后 , SEP GS 微克 /毫升 )、 晶 体 组 (0.1 微克/ 毫升) 均 有 幼虫 死亡 。 
立 妈 取出 死 虫 肠 道 在 相差 显微镜 下 检查 ， 发 现 芽 孢 致死 的 幼虫 肠 道内 有 大 量 正 在 萌发 的 
FE MAB PMA. RASA FT 05% 的 芽 苞 ) 致 死 幼虫 肠 道 内 未 见 有 芽孢 。 
四 、 晶 体制 剂 、. 芽 起 制剂 及 混合 制剂 的 毒 力 与 温度 的 关系 
将 蚁 幼虫 分 别 置 21°%C 和 30°C 下 进行 毒 力 测 














定 ,晶体 的 毒 力 不 受 上 述 温 度 变化 的 影响 , 芽 开 的 
S7 毒 力 则 受到 显著 影响 。 在 芽孢 浓度 为 0.5 微克 / 毫 
B® 升 时 , 30°C 的 死亡 率 是 21%C 死亡 率 的 九 倍 。21%C 
5 i SPH ALP RA BH C 2)。 
五 、 以 色 列 变种 对 蚁 幼虫 毒 力 的 稳定 性 
IR 5k 5 (一 ) 将 茵 斜面 用 蒸馏水 洗 下 REAR A 
图 2 4C 存放 时 间 对 以 色 列 变 种 品 体 BRULE, WER 25 X 10 芽孢 /毫升 ) 在 
FREE ED 4°C 保存 , 随 存 放 时 间 的 延长 ,对 蚊 幼 虫 的 毒 力 下 
表 2 温度 对 以 色 列 变种 员 体 ,芽孢 及 混合 制剂 寒 力 的 影响 
死 C 率 (%) 
i A WEEET) C 
30°C 21 C 
晶体 0:3 io Io 
i 03 2 0 
RAMM Bie aa 0.3 10) 100 








对 R 一 0 0 


1 期 E RS: 苏 芸 金 杆菌 以 色 列 变种 对 尖 音 库 蚁 的 寒 杀 作用 45 


BE CA 2)。 

(=) 当 采 用 麦 获 、 稻 这 等 前 述 固体 培养 基 时 后 处 理 必须 使 其 干燥 。 室 温 自 然 干燥 的 
菌 放 毒 力 明显 地 比 60% , 4 小 时 供 干 的 菌 齐 毒 力 高 。( 表 3) 说 明 后 者 对 获 的 毒 力 有 破坏 
作用 。 


表 3 菌 剂 高 温 干燥 与 室温 干燥 对 毒 力 的 影响 
B h k Æ gD) 





t 8 


自 1977 年 Goldberg SERESA SAID B. T. var. israclensis 后 ,发 现 它 
对 16 种 以 上 的 蚊 幼 虫 (分 属于 6 个 属 ) 都 具有 可 应 用 的 杀 虫 活性 。 而 且 在 高 浓度 下 ,只 需 
30—40 分 钟 埃及 伊 蚁 《Aedes aegypti Linné) 幼虫 死亡 率 即 达 100% (de Barjac，1978b )。 
我 们 用 此 菌株 对 尖 音 库 和 蚁 三 岭 幼 虫 进行 了 毒 力 测定 ,在 浓度 为 1.5 x 10 芽孢/ 毫升 时 , 死 
亡 率 达 10%, 

苏 靶 金 杆菌 具有 多 种 杀 虫 成 份 ,如 BKEARER ABER FEBS. R 
然 已 知 其 中 最 主要 的 是 晶体 蛋白 质 毒 素 。 但 其 他 成 份 在 测定 昆虫 敏感 性 时 押 起 的 作用 还 
不 是 非常 清楚 。 如 Burges 等 (1976) WIRT AKIE (Galleria mellonella (Linnaeus)] 
TAZ EF TA fa AP A FEE EB HA MASSER AKA. KO BRE 
Heimpel 和 Angus (1959) 提出 的 第 三 种 类 型 一 致 。Smirnoff (1974) 认为 含 80% 晶体 的 
制剂 并 不 能 杀 死 云 杉 卷 叶 蛾 Choristonewra fumiferana 《Clemens)， 他 把 这 一 现象 解释 为 晶 
体 很 少 或 不 起 作用 , ESAS REE. 我 们 在 实验 中 发 现 苏 至 金 杆 菌 四 个 变种 的 纯 芽 
孢 对 粘 虫 纺 虫 都 无 毒 杀 效果 , 而 是 晶体 使 粘 虫 致死 (中 国 科学 院 , 动物 研究 所 苏 蔡 金 杆菌 
研究 组 ，1978)。 de Barjac (1978b) 用 稀 碱 该 溶解 晶体 再 以 乙酸 沉淀 将 以 色 列 变种 的 晶 
体 蛋 白 抽 提出 来 进行 实验 , 证 明 这 种 高 效 的 毒 力 与 菌株 的 晶体 有 关 。 我 们 用 分 离 的 纯 晶 
ESSA ET SAME EST RARER SER FES RRS ALE 
库 蚁 三 龄 幼虫 也 有 和 毒性， 在 芽孢 浓度 为 2.5 一 5 微克 /毫升 时 3 至 4 小 时 就 有 大 量 幼虫 死 
亡 。 此 变种 的 芽孢 对 蚁 幼虫 也 上 毒性 ,在 文献 中 尚未 见 有 报道 。 

根据 前 人 工作 ， 芽 孢 表现 毒性 有 以 下 几 种 可 能 : 1. FAS Sah SRA 
的 毒素 , 这 种 毒素 用 溶解 晶体 蛋白 质 的 试剂 可 以 溶解 , 并 被 特 兄 晶体 抗 血 清 灭 活 《Somer- 
ville 等 , 1975)。 2. 芽孢 被 链 杷 目 幼 虫 食 人 后 , 萌发 并 侵入 寄主 血 腔 , 在 血 腔 内 大 量 繁殖 
引起 败血症 , 导致 幼虫 死亡 ( 刘 崇 乐 等 , 1962)。 3. Cheung 等 (1978) ERR SF 
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fl BITRE h [Heliothis zea (Boddic)] 幼虫 的 血 淋 巴 中 ,幼虫 在 工 小 时 内 哎 吐 ,6 一 8 小 时 内 
死亡 , 注射 营养 体 到 此 幼虫 血 淋 巴 中 没有 发 生 这 种 现象 。 由 此 分 析 可 能 是 芽 疱 萌发 过 程 
中 释放 一 种 对 幼虫 有 害 的 物质 。 我 们 观察 到 昆 体 的 毒 力 不 受 温度 〈30% 与 21%C) 的 影 
响 ,而 芽 克 的 毒 力 对 温度 很 敏感 ,很 难 想象 同一 种 毒素 在 30°C 与 21°C 之 间 会 有 如 此 明显 
的 差异 ,因此 排除 了 第 一 种 设想 。 从 致死 时 间 的 实验 观察 到 芽孢 制剂 在 浓度 为 5 微克 / 毫 
升 , 30 下 3 一 4 小 时 即 引 起 大 量 幼虫 死亡 。 死 后 立即 镜 检 ,幼虫 肠 内 有 大 量 正在 萌发 的 
芽孢 ,但 体腔 中 没有 。 根 据 以 上 的 分 析 ,我 们 初步 认为 芽 苞 使 蚊 幼 虫 致死 的 现象 是 芽孢 在 
幼虫 肠 道内 萌发 时 产生 基 种 毒素 引起 的 , 即 在 细菌 大 量 繁殖 以 前 即 已 致命 ,这 就 排除 了 第 
二 种 设想 ,而 是 与 Cheung 等 (1978) 的 报道 较为 一 致 

关于 毒素 的 稳定 性 问题 ，Vaikovi 等 (1979) 报道 在 80°C 10 分 钟 对 活性 无 影响 ， 但 
120° 引起 活性 丧失 。 本 实验 证 明 60C 4 小 时 烘 干 对 菌 的 毒 力 有 破坏 作用 , MAREE 
‘CRA, 芽孢 \ 蝇 体 其 被 的 毒 力 随 存放 时 间 延 长 也 明显 下 降 。 今 后 在 菌 粉 生产 中 这 些 因 
束 需 要 考虑 。 

以 色 列 变种 对 蚊 幼 虫 毒 效 高 ,可 进行 工业 化 生产 。 如 能 采用 一 种 较 好 的 剂型 ,使 菌 剂 
漂浮 在 水 表层 之 下 , 即 蚊 幼虫 楼 息 的 地 方 ,可 提高 局 部 毒素 的 浓度 ,从 而 大 大 节约 菌 剂 ,使 
以 色 列 变种 在 灭 蚊 实 践 上 有 着 更 为 广阔 的 前 景 。 
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THE LARVICIDAL ACTIVITY OF BACILLUS THURINGIENSIS VAR. 
ISRAELENSIS AGAINST CULEX PIPIENS VAR. PALLENS 
COQUILLETT MASQUITO 


Wane YING FENG XICHANG WEN JIE 
(Institute of Zoology, Academia Sinica) 


This paper we deals with the larvicidal activity of Bacillus thuringiensis var. israe- 
lensis against the third instar larvae of Culex pipiens var. pallens Coquillett. A dosage 
of 1.5 X 10‘ spores/ml caused 100% of mortality. Some other varieties of this microbe 
(B.t. var. thuringiensis E--009; var. kurstaki HD—1; var kenyae 7404: var. ostriniae 
006) showed no effect to the larvae at the concentration ot 4 X 10° spores/ml. 

By using the fluid diphasic systems and the isopyenic centrifugation, purified ery- 
stals and purified spores from var, israelensts were obtained. The LCs» for purified 
erystais was 0.23 ug/ml and for Purified spores was 0.86ug/ml. The LCs for the 
mixture of both preparations was (0.014 ug crystals + 0.014 ug spores)/ml, These re- 
sults suggest that crystals play the main role in causing mortality of the mosquite larvae. 

The difference of temperature between 30°C and 21°C has no effect on larvicidal 
activity of the crystal preparation, but has marked effect on the spore preparation. 
Moreover, there was a lot of germinating spores in the gut of larvae killed by spore pre- 
paration as revealed by microscopical examination. No similar phenomenon was ob- 
served in the gut of larvae killed by crystal preparation. For this reason it is deduced 
that the erystai and spore are different in their larvicida! mechanism. 


